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Özet: Diabetik ratlarda vitamin E’nin bazı serum lipitleri ve lipit peroksidasyonu üzerine etkisi
incelendi. Araştırmada otuz adet erkek Wistar ratlar kullanıldı. Bu ratlar, her grup on adet içermek
üzere rasgele üç gruba ayrıldı. Birinci grup kontrol, ikinci grup hastalık grubu ve üçüncü grup hastalık
oluşturulan ve ayrıca vitamin E verilen grup olarak kullanıldı. On iki hafta sonunda ratların
serumlarında yapılan analizlerde diğer gruplara göre ikinci gruba ait serumlarda insülin, yüksek
yoğunluklu liporotein (HDL) ve vitamin E miktarlarında azalma, malondialdehit (MDA), glukoz,
fosfolipit türleri, kolesterol türleri, trigliserit, serbest yağ asitleri, düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL)
ve çok düşük yoğunluklu lipoprotein (VLDL) düzeylerinde ise artma gözlendi. Lipit türlerinin (serbet
yağ asitleri, kolesterol esterleri, fosfolipit ve trigliserit) yağ asitleri analizlerinde ikinci grupta, diğer
gruplara göre bütün türlerin stearik asit (18:0) düzeyinde artma ve aşırı doymamış yağ asitleri
düzeylerinde ise azalma tesbit edildi. Sonuçlardan diyabetik ratlarda vitamin E’nin lipit
peroksidasyonunu önleyerek koruyucu ve düzenleyici etki gösterdiği, böylece kalp-damar
rahatsızlıklarını engellediği kanaatine varıldı.
Anahtar Sözcükler: Diyabetik rat, serum, lipitler, vitamin E.

The Effects of Dietary Vitamin E on Sera Lipids and
Lipid Peroxida Peroxidation in Diabetic Rats
Abstract: The aim of the present study was to determine the effects of dietary vitamin E on some
biochemical sera parameters in diabetic rats. Thirty wistar rats were used in the experiments. They
were randomly divided into three groups, each consisting of ten rats. The first group was the control,
the second was diabetic, and the third was diabetic but fed vitamin E. At the end of 12 weeks, the
levels of insulin, HDL and vitamin E in the sera were lower but the levels of MDA, glucose, fosfolipidis,
cholesterols, triglycerides, free fatty acids, LDL and VLDL were in the second group compared with the
other groups. The fatty acids composition of sera lipid classes (free fatty acids, cholesterol esters,
phospholipids, triglycerides) was studied by GLC. The level of stearic acids was high and the level of
polyunsaturated fatty acids was low in the second group compared with the other groups. In
conclusion, the results indicate that dietary vitamin E reduces lipid peroxidation in the sera of diabetic
rats. Thus, it can be said that vitamin E helps to prevent cardiovascular disease occurring due to
diabetes.
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Giriş
Oksidanlar, organizmada başlıca glukozun oksidasyonu sırasında olmak üzere tüm anabolik
ve katabolik reaksiyonlar sırasında ve sonrasında sürekli bir oluşum ve antioksidan adı verilen
moleküller tarafından da sürekli etkisizleştirme süreci içindedirler. Çünkü canlı organizma gerek
dış ve gerekse iç etkilerin (stres, salgı maddeleri gibi) uyarılması ile her an zorlanmakta ve
travmatize edilmektedir. Bu zorlamalar sırasında zaman zaman oksidan moleküller belirli
düzeylerin üstüne çıkmaktadır (1). Diabetik hastalardaki yüksek glukoz düzeyi oksidatif hasara
yol açan reaktif oksidanların meydana gelmesine neden olmaktadır (2-4). Meydana gelen bu
oksidanlar özellikle aşırı doymamış yağ asitlerinin otooksidasyonuna neden olmaktadır (5).
Düşük yoğunluklu lipoproteinlerin oksidasyonu da damarların çeperlerideki yağ miktarının
artışına neden olmaktadır (6). Bu konu üzerinde çalışan araştırmacılar diabetik hastaların başlıca
ölüm nedeninin kalp-damar rahatsızlıkları olduğunu belirtmişlerdir (7). Bir çok araştırmacı
diyabetlilerde hastalık süresince lipit peroksidasyonu ürünlerinin arttığını ifade etmişlerdir (8).
Lipit peroksidasyonunun ürünlerinden biri de MDA dır. Bu peroksidasyon ürünü damarlarda
yağlanmaya ve hücre hasarına neden olmaktadır (9).
Yağda eriyen vitaminlerden olan vitamin E, biyolojik sistemlerde önemli bir antioksidandır
(10). Biyolojik membranların lipit tabakaları arasında bulunur ve bu bölgede yapısal rol oynar
(11). Vitamin E, otooksidasyonun başlatıcısı olan peroksit ve hidroperoksit radikallerini inhibe
eder (12, 13).
Diyabetli hastalara vitamin E verilmesiyle serum parametrelerindeki değişimlerin detaylı bir
şekilde incelendiği yeterli araştırmaya rastlanmamıştır. Bu çalışmada, diyabet oluşturulmuş
ratlara diyetle verilen vitamin E’nin serum lipitleri ve lipit peroksidasyonu üzerine olan etkisi
incelendi.
Materyal ve Metod
Bu çalışmada 30 adet 6 haftalık erkek Wistar rat kullanıldı. Ratların başlangıçtaki vücut
ağırlıkları 150-170 g olarak belirlendi. Denekler rasgele olarak 3 gruba ayrıldı. I. grup kontrol
(n=10), II. grup diyabetik hasta grubu (n=10) ve üçüncü grup da diyabet oluşturulan ve E
vitamini verilen grup olarak seçildi (n=10). Diyabet oluşumu intravenöz yola sodyum sitrat
tamponunda çözülmüş streptozotocin (30 mg/kg) enjeksiyonuyla sağlandı. Kontrol gruplarınada
aynı zamanda pH’sı 4.5 olan tampon karışımı enjekte edildi. Uygulamadan 10 gün sonra bütün
hayvanların açlık kan glukozu ölçüldü. Açlık kan glukoz düzeyi 2.5 mg/ml’den yüksek olan hasta
grubundaki deneklerin diabet olduklarına karar verildi (14). II. ve III. gruplara 40 saat arayla
insülin (0.28 U) uygulandı. Bütün deney hayvanlarına diyabetliler için önerilen diyetler verildi
(15). Saf diyete 10 g yem başına 1 mg vitamin E ilave edildi. Ayrıca. III. Gruptaki ratların
diyetlerine bunlara ilave olarak diyetin gram miktarı başına 1 mg vitamin E eklendi. Kan
örnekleri alınmadan önce ratlar 6 saat aç bırakıldı. Kan örnekleri Jagular vein’den alındıktan
sonra serumu ayrılarak -25˚C’da derin dondurucuda saklandı.
Lipid peroksidasyonunun ürünlerinden biri olan MDA’nın serumdaki miktarının ölçümü
Frankel yöntemi ile spektroflorometrik olarak (15), serum glukoz, total kolesterol, trigliserid,
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HDL, LDL ve VLDL analizleri Technican RA-XT otoanalizöründe, vitamin E düzeyi Brandt ve
ark.(16) yöntemiyle HPLC kullanılarak, serum insülin derişimi tayini ise radioimmunoassay
yöntemi ile yapıldı (17).
Serum örneklerindeki total lipid ekstraksiyonu Christie (18)’de belirtilen Folch ve ark.(19)
metoduna göre yapıldı. Fosfolipitler, silikajel G 60’nın sabit faz olarak, kloroform, metanol,
asetik asit ve su (v:v, 50:20:10:5)’yun hareketli faz olarak kullanıldığı İnce Tabaka
Kromatografisi ile ayrıldı ve fosfolipit enzim kiti kullanılarak miktarları tayin edildi. Serbest yağ
asitleri, kolesterol esterleri ve trigliseridler de silikajel G 60’nın sabit faz olarak kullanıldığı ve
hareketli faz olarakda önce izopropil eter, asetik asit (v:v, 90:10), sonrada petrol eteri, dietil eter
ve asetik asitin (v:v, 85:10:5) kullanıldığı hareketli faz sistemiyle ayrıldı. Ayrılan lipit sınıflarından
fosfolipit, serbest yağ asitleri, kolesterol esterleri ve trigliseridlerin yağ asitleri ayrı ayrı
metanollü sülfürik asit kullanılarak metil esterlerine dönüştürüldü (18). Bunun için lipit
sınıflarının ince tabaka kromatografisi üzerindeki lekeleri kazınarak alındıktan sonra 2 ml
toluende çözünerek üzerine %1’lik metanollü sülfirik asitten 5 ml ilave edilerek iyice karışmaları
sağlandı. Su banyosunda 50˚C de 12 saat süre ile metilleştirildi. Karışıma 5 ml %5’lik NaCl ilave
edilerek oluşan yağ asidi metil esterleri 2x5 ml hekzan ile ekstrakte edildi. Metil esterleri karışımı
5 ml %2’lik KHCO3 ile yıkanarak susuz Na2SO4 ile kurutuldu. Tüp içeriğinin hacmi 2 ml’e
tamamlandıktan sonra, alev iyonlaşma dedektörünün kullanıldığı gaz kromatografisi (NUICAM
600 Seri) ile analizi yapıldı. Yağ asidi metil lesterlerinin teşhisi, standart yağ asidi metil
esterlerinin alıkonma ve nisbi alıkonma sürelerinin karşılaştırılması ile yapıldı. Yağ asidi metil
esterlerinin miktarlarının hesaplanmasında eksternal standart yöntemi kullanıldı. Bu yöntemde
mg olarak elde edilen bireysel yağ asidi metil ester miktarları kendi içinde % olarak hesaplandı.
İstatistiksel analiz: Elde edilen veriler istatistiki olarak değerlendirildi. Değerlendirme SPSS
6.0 bilgisayar programı ile yapıldı. Gruplar arasındaki farklılıklar varyans analizi yapılarak ve
önem seviyeleri de LSD testinin uygulanması ile belirlendi. Değerlendirmedeki farklılıklar kontrol
grubu ile diğer gruplar arasında yapıldı.
Bulgular
12 hafta sonunda ratların ağırlık artışları ve serum lipit miktarları Tablo 1’de, serum lipit
sınıflarının ince tabaka kromatografi ayrılmasıyla elde edilen trigliserid, fosfolipit, kolesterol
esterleri ve serbest yağ asitlerinin miktarları ise Tablo 2’de gösterildi. Tablo 1’de görüldüğü gibi
II. grupta 1. gruba göre insülin, fosfatidil kolin, HDL, vitamin E ve vücut ağırlıkları azalmış diğer
parametreler ise artmıştır. I. ve II. gruplar arasında MDA, sifingomiyelin, total kolesterol,
kolesterol esterleri ve HDL düzeylerinin istatistiksel anlamda farklı olmadığı, insülin, glukoz,
fosfolipit, fosfatidil kolin, serbest yağ asitleri, trigliserid, VLDL ve E vitamini seviyeleri ise III.
grupta I. gruptan daha yüksek, serbest kolesterol, LDL ve vücud ağırlıkları ise düşük
bulunmuştur. II. ve III. gruplar arasında fosfatidil kolin, serbest yağ asitleri, LDL ve VLDL
düzeylerinde istatistiksel anlamda fark bulunmazken III. grubun insülin, HDL, vitamin E ve vücud
ağırlıklarında artma, diğer parametrelerde ise azalma olmuştur.
Tablo 2’de görüldüğü gibi bütün lipit sınıflarındaki aşırı doymamış yağ asitlerinin oranları II.
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Tablo 1.

Kontrol (Grup I), Diyabetik (Grup II) ve E vitamini verilen Diyabetik ratların (Grup III) Serum Lipit Düzeyleri.

Gruplar
Parametreler

MDA (µg)
İnsülin (mUI/L)

I.Grup

II.Grup

III.Grup

(n=10)

(n=6)

(n=9)

5.83±0.20

7.85±0.10b

30.13±2.45

6.00±0.10

b

38.36±8.33c

28.61±1.29

d

Glukoz (mg/dl)

148.18±9.81

475.54±18.40

401.41±23.32d

Fosfolipid (mg/dl)

46.07±0.11

60.98±8.23c

54.20±0.10b

Fosfotidilkolin (mg/dl)

37.93±9.72

51.65±2.22c

50.06±22.22c

Sfingomyelin (mg/dl)

5.24±1.86

6.33±2.35

5.3±1.83

Serbest yağ asitleri (mg/dl)

4.33±1.13

b

7.12±2.02

7.3±3.11b

Total kolesterol (mg/dl)

26.14±1.42

30.08±1.4b

25.4±2.43

Kolesterol esterleri (mg/dl)

17.12±3.14

b

21.11±6.3

17.8±2.37

Serbest kolesterol (mg/dl)

7.93±6.71

8.04±3.44

6.41±2.28b

Trigliserid (mg/dl)

68.56±10.62

93.12±12.1c

85.12±11.14b

HDL (mg/dl)

17.57±2.23

14.43±2.16b

17.04±1.98

LDL (mg/dl)

29.86±3.41

b

25.93±2.61

25.42±2.43b

VLDL (mg/dl)

13.71±2.74

18.65±3.72b

17.02±1.82b

Vitamin E (mg/dl)

21.21±5.51

18.12±7.31b

31.54±9.8c

Vücut ağırlık artışı(g)

80.05±5.45

12.61±2.82d

21.12±3.11c

İstatistiksel Karşılaştırmalar Kontrol grubu ile Uygulama yapılan gruplar arasında yapılmıştır.
b: p<0.05, c: p<0.01, d: p<0.001

grupta kontrol grubuna göre azalmış, doymuş yağ asitlerinden olan stearik asit oranı ise
artmıştır. I. ve III. gruplar arasında ise istatistiksel anlamda fark gözlenmemiştir. 12 haftalık
uygulama sonunda ratların vücut ağırlıkları ortalama olarak I. grupta 80 g, II. grupta 12 g ve
III. grupta 22 g arttığı görüldü (Tablo 1). Diyabetik ratlardaki ağırlık artışı kontrol grubuna göre
oldukça düşük bulundu (p<0.001).
Tartışma ve Sonuç
Vitamin E verilen gruptaki ağırlık artışı vitamin verilmeyen gruba göre yaklaşık iki kat daha
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Tablo 2.

Kontrol (Grup I), Diyabetik (Grup II) ve E vitamini verilen Diyabetik ratlar (Grup III) Serum Serbest Yağ Asitleri,
Kolesterol Esterler, Trigliserid ve Fosfolipit Yapısında Yer Alan Yağ Asidi Düzeyleri.

Yağ asitleri
Sınıflar

Gruplar

16:0

18:0

18:1

18:2

20:2

20:3

20:4

20:5

I

29.00±2.78

16.12±0.99

23.34±1.42

18.03±1.86

-

-

13.51±1.62

-

II

28.41±2.12

22.23±1.30b

26.11±1.61

15.14±1.40b

-

-

8.11±1.12c

-

III

28.81±1.71

17.03±1.62

23.02±1.50

17.61±1.72

-

-

13.53±1.42

-

I

11.15±1.80

35.55±2.50

20.07±2.11

16.11±1.72

-

-

17.12±1.80

-

II

12.10±1.22

45.27±2.00c

16.01±1.721

13.51±1.22b

-

-

13.11±2.61b

-

III

11.12±1.61

36.41±1.61

19.61±1.86

14.72±1.80

-

-

18.14±1.72

-

I

31.71±2.80

51.00±2.50

13.46±1.16

-

0.80±0.10

2.80±0.71

-

0.23±0.08

II

27.30±2.40

57.00±2.80b

13.06±1.32

-

0.50±0.05c

1.96±0.30b

-

0.18±0.03b

III

30.60±2.61

51.72±2.30

14.02±1.81

-

0.79±0.09

2.75±0.58

-

0.19±0.03

I

30.81±1.85

33.50±2.63

18.54±1.51

15.22±2.61

-

1.52±0.40

0.41±0.05

-

II

27.72±1.32

39.42±1.96b

20.04±1.20

11.91±1.92b

-

0.80±0.06b

0.11±0.02c

-

III

30.58±1.55

34.42±2.42

19.03±1.19

15.01±1.15

-

1.51±0.11

0.45±0.07

-

Searbest
Yağ asitleri

Kolesterol
Esteri

Fosfolipit

Trigliserid

fazla idi. Deney süresince kontrol grubunda ölüm olmazken II. gruptaki ratların 4 tanesi, III.
gruptakilerin ise 1 tanesinin öldüğü görüldü.
Çalışmamızda lipit peroksidasyon ürünü olan MDA derişiminde I. ve III. gruplar arasında
istatistiki anlamda fark gözlenmezken, ikinci grupta arttığı izlenmiştir. Bu durum diyabetik
hastalarda yüksek glukoz düzeyinin oksidatif hasara yol açan reaktif oksidan moleküllerinden
olduğunu belirten literatür bilgileriyle doğrulanmaktadır (2-4). Ayrıca bir çok araştırmacı da
diyabetlerde hastalık süresince lipit peroksit düzeylerinin arttığını ifade etmişler (8) ve vitamin E
nin bu peroksitlerin oluşumunu engellediğini belirtmişlerdir (12, 13). Sonuçlarımız vitaminin E
takviyesi olmayan diyetlerde lipit peroksidasyonunun arttığını açıkça göstermektedir. II. gruptaki
MDA miktarındaki artış yalnız glukoz miktarındaki artış ile değil diğer parametrelerdeki değişme
ile de ilgili olabilir. Çünkü MDA miktarının arttığı bu grupta fosfolipit (fosfotidilkolin,
sfingomyelin), serbest yağ asitleri, kolesterol türleri (kolesterol esterleri, serbest kolesterol) ve
trigliserid miktarları da artmaktadır. Vitamin E ile takviye edilen III. gruptaki ratlarda, bu artışlar
ya tamamen normal düzeye dönmüş ya da kısmen miktarı azalmıştır.
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Serum insülin düzeyi kontrole göre II. grupta kısmen azalırken, III. grupta değerlerin kontrol
grubuna yakın olduğu belirlenmiştir. Jain ve ark.(20) diabetik ratlarda 8 hafta boyunca insulin
tedavisiyle kan hücrelerinde lipit peroksidasyonunun azaldığını ifade etmişlerdir. Sonuçlarımızda
II. grupta insülin ve E vitamini düzeyinin azaldığı, III. grupta ise insülin ile birlikte E vitaminin de
arttığı gözlenmiştir. Bu durum, vitamin E ile insülin lipit peroksidasyonunu önlemede birbirlerini
tamamlayıcı fonksiyon gördüklerini düşündürmektedir. II. grupta E vitamini düzeyinin azalması
diyabetde bol miktarda ortaya çıkan serbest radikaller tarafından E vitamininin harcanmasından
kaynaklanabilir. III. gruba ayrıca vitamin E verildiği için serum vitamin E düzeyinin artışı
normaldir. Vitamin E seviyesindeki artış bir çok parametreyi de etkileyebilir. Nitekim daha önce
yapılan çalışmalarda vitamin E miktarı arttıkça insülin salgısının arttığı bildirilmiştir (21). Vitamin
E’nin lipit peroksidasyonunu azalttığı ve böylece pankreasın beta hücrelerinin tahribatını önlediği
ileri sürülmektedir (22).
Kalp-damar rahatsızlığının ortaya çıkışında bazı lipit fraksiyonlarının rol oynadığı uzun
zamandan beri bilinmektedir. Lipit fraksiyonları içinde en önemlileri kolesterol, trigliserid, VLDL,
LDL ve HDL dir (17). Araştırmacılar diyabetik hastaların başlıca ölüm nedeninin kalp-damar
hastalıkları olduğunu belirtmişlerdir (7). Çalışmamızda II. grupta kolesterol, VLDL ve trigliserid
düzeylerinin diğer gruplardan yüksek, HDL konsantrasyonu ise düşük olduğu bulunmuştur.
Parthasarathy ve ark. (23) HDL ile koroner kalp hastalığı arasında ters bir ilişkinin olduğunu
belirtmişlerdir. Aterosklerozlu hastalarda kolesterol, trigliserit ve VLDL seviyelerinin artması,
HDL seviyesinin ise azalması bu konuda çalışan araştırmacıların ortak bulgusudur (26-30). Tablo
1’deki bulgularımız 12 hafta sonunda II. grupta, kalp-damar rahatsızlıklarında görülen bu
belirtilerin ortaya çıktığını III. grupta ise vitamin E verilmesiyle kontrol grubundaki değerlere
yaklaşıldığını göstermektedir.
Kalp-damar rahatsızlıklarının ortaya çıkışında, devamında ve tedavisinde serum yağ asitleri
de önemlidir. Diyabetlilerde artan reaktif oksijen türleri, doymamış yağ asitlerini ve özellikle aşırı
doymamış yağ asitleri parçalayarak başlıca MDA’ya dönüştürmektedir. Vitamin E ise bu oksidatif
etkiyi ortadan kaldırmaktadır. Tablo 2’den görüldüğü gibi II. grupta bütün lipit sınıflarındaki aşırı
doymamış yağ asitlerinin oranları, kontrol grubuna göre belirgin bir biçimde azalmış, doymuş
yağ asitlerinden olan stearik asit oranı ise artmıştır. Bu sonuçlar diyabetlilerde reaktif oksijen
türlerinin arttığını ve aşırı doymamış yağ asitlerinin parçalandığını açıkca göstermektedir. Vitamin
E verilen III. grupta bu değişimler kontrol grubu ile dikkate değer biçimde benzer bulunmuştur.
1909-1980 yılları arasında ABD’de koroner kalp hastalığı nedeniyle ölüm ve besin alışkanlıkları
karşılaştırılmış, bu hastalıktan ölümlerin olmaması için doymuş yağ asitleri ve kolesterolün
düşürülmesi gerektiği önerilmiştir (30). Sonuçlarımız diyabetik ratlara diyetle verilen vitamin
E’nin lipit sınıflarındaki yağ asidi oranlarını da kalp-damar sağlığını koruyacak şekilde
düzenlediğini göstermektedir.
Sonuç olarak, diyabetik ratlarda çalışılan parametreler üzerine vitamin E’nin düzenleyici etki
gösterdiği, özellikle lipit sınıflarını oksidasyondan koruyarak kontrol grubundaki değerlere
yaklaştırdığını ve böylece diyabetik ratların başlıca ölün nedeni olan kalp-damar rahatsızlıklarının
ortaya çıkışını engelleyebileceği kanaatine varılmıştır.
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